WO9301288 



Publication Title: 

Phagemid for antibody screening 



Abstract: 

PCT No. PCT/EP92/01524 Sec. 371 Date May 10, 1993 Sec. 102(e) Date May 
10, 1993 PCT Filed Jun. 7, 1992 PCT Pub. No. WO93/01288 PCT Pub. Date 
Jan. 21, 1993A phagemid has been constructed that expresses an antibody 
fused to coliphage pill protein. The phagemid is suitable for selecting specific 
antibodies from large gene libraries with small quantities of antigen. The 
antibody-pill gene can be strongly repressed, so that it allows antibody libraries 
to be amplified without the danger of deletion mutants predominating. After 
induction, large quantities of the fusion protein may be expressed. 



Data supplied from the esp@cenet database - http://ep.espacenet.com 



This Patent PDF Generated by Patent Fetcher(TM), a service of Patent Logistics, LLC 



THIS PAGE BLANK (uspto) 




¥>prp WELTORGANISATION F0R GEISTIGES EIGENTUM 

X Kyi Internationales Bflro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VER6FFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCI) 



(51) Internationale Patentklassifikation 5 : 
C12N 15/13, C12P 21/08 
C12Q 1/68, C07K 15/28 
G01N 33/53 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 93/01288 

2LJanuar 1993(21.01.93) 



(43) Internationales 

Veroff entlichungsdatum : 



(21) Internationales Aktenzeichen : 

(22) Internationales Anmeldedatum : 



PCT/EP92/01524 
6,Juli 1992(06.07.92) 



(30)Prioritatsdaten: 

P41 22 599.6 



8. Juli 1991 (08.07.91) 



DE 



(71) Anmelder (fUr alle Bestimm ungsstaaten ausser US): DEUT- 

SCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIF- 
TUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS [DE/DE]; 
Im Neuenheimer Feld 280, D-6900 Heidelberg (DE). 

(72) Erfinder;tmd 

(75) Erfinder/Anmelder (nurfir US) : BREITLING, Frank [DE/ 
DE]; Am SchloBberg 49, D-6900 Heidelberg (DE). LITT- 
LE, Melvyn [GB/DE]; Fritz-von Briesen-Str. 10, D-6903 
Neckargemund-Dilsberg (DE). Dt)BELS, Stefan [DE/ 
DE]; Quinckestr. 24, D-6900 Heidelberg (DE). BRAU- 
NAGEL, Michael [DE/DE]; C 2, 1, D-6800 Mannheim 
1 (DE). KLEWINGHAUS, Iris [DE/DE]; Richard- 
Wagner-Str. 30, D-6800 Mannheim (DE). 



(74) Anwalt: MtFLLER-BORE & PARTNER; P.O. Box 26 02 
47, D-8000 Munchen 26 (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IT, LU, MC, NL, SE). 



VerotTentlicht 

Mil internationalem Recherchenbericht. 



(54) Title: PHAGEMIDE FOR SCREENING ANTIBODIES 
(54)Bezeicbnung: PHAGEMID ZUM SCREENEN VON ANTIKORPERN 




XbdL 



(57) Abstract 

A phageraide has been constructed that expresses an antibody merged to coliphage pill protein. The phagemide is suitable 
for selecting specific antibodies from large gene banks with small quantities of antigen. The antibody-pill gene can be strongly 
repressed, so that it allows antibody banks to be amplified without the danger of deletion mutants predominating. After induc- 
tion, large quantities of the merged protein may be expressed. 

(57) Zusammenfassung 

Ein Phagemid wurde konstruiert, das einen an Coliphagen pill Protein fusionierten Antikdrper exprimiert Das Phagemid 
eignet sich zur Selektion von spezifischen Antikdrpern aus groBen Genbanken unter Verwendung kleiner Mengen Antigen. Das 
Antik6rper-pIII-Gen kann stark reprimiert werden, so daS Antik6rper-Banken ohne Gefahr einer Dominanz von Deletionsmu- 
tanten amplifiziert werden k6nnen. Nach Induktion kSnnen groSe Mengen des fusionierten Proteins exprimiert werden. 
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Phaoemid zu m Screenen von Antikorpern 

10 Die vorliegende Erfindung betrifft Phagemide zur Selektion 
von spezif ischen, aus grofien Genbanken erhaltenen 
Antikorpern, die Herstellung dieser Phagemide und ihre 
Verwendung zur Selektion von spezif ischen, aus groBen 
Genbanken erhaltenen Antikorpern unter Verwendung geringer 

15 Mengen von Antigen. 

Plasmid- und Phagen-AntikSrper-Genbanken wurden in E.coli 
von PCR-araplif izierten Iramunglobulin-Familien nach 
Immunisierung entwickelt. Rekombinante AntikSrper gegen 

20 Immunogene wurden durch ELISA-Tests der Bakterieniiberstande 
von isolierten Bakterienkolonien (Ward, E.S., Gussow, D., 
Griffiths, A.D., Jones, P.T. and Winter, G., "Binding 
activities of a repertoire of single immunoglobulin variable 
domains secreted from Escherichia coli", Nature (1989), 341, 

25 544-546) oder durch Screenen von auf Nitrocellulose. 

iibertragenen Plagues von Bakterienkolonien auf Reaktivitat 
gegen radioaktiv markierte Immunogene (Huse, W.D., Sastry, 
L. , Iverson, S.A., Rang, A.S., Alting-Mees, M. , Burton, 
D.R., Benkovic, S.J. and Lerner, R.A., "Generation of a 

30 large combinatorial library of the immunoglobin repertoire 
in phage lambda," Science (1989), 246, 1275-1281) 
selektiert. Zur Selektion jedoch von spezif ischen 
Antikorpern von Genbanken willkiirlich kombinierter leichter 
und schwerer Ketten von nicht-immunisierten Tieren, bei 

35 denen kein Dbergewicht von Antikorpern fiir ein betiramtes 
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Antigen vorliegt, ist ein Verfahren zum Screenen von 
Millionen von Antikbrper-produzierenden Bakterien notwendig. 

5 Ein moglicher Weg, einen groBen Bereich von Antikorpern zu 
screenen, liegt darin, rekombinante Antikorper an die 
Oberflache von Bakterien oder Bakteriophagen zu bmden, 
sodafi sie dann rasch durch an eine feste Phase gebundene 
Antigene selektiert werden konnen. Hinsichtlich der 

10 schwierigkeiten, Proteine gezielt auf die Zelloberf lache von 
Bakterien zu bringen, ist die M13-Familie von filamentosen 
Bakteriophagen wegen ihrer kleinen GroBe und ihres relatxv 
einf achen genetischen Aufbaus ein verlockender Kandidat 
(vgl. Ubersichtsartikel von Webster, R.E. and Lopez, J., in 

15 -Virus Structure and Assembly", herausgegeben von S. 

Casjens, veroffentlicht von Jones and Bartlett Inc., 
Bosten/Portala Valley, USA, 1985; Day, L.A., Marzec, C.J., 
Reisberg, S.A. and Casadevall, A., "DNA packaging in 
filamentous bacteriophages-, Ann. Rev. Biophys. Chem. 

20 (1988), 17, 509-539). 

Das Produkt von Gen III (pill) ist ein relativ flexibles und 
zugangliches Molekul, das aus zwei funktionellen Domanen 
zusammengesetzt ist; einer amino-terminalen Domane, die an 

25 den F-Pili mannlicher Bakterien wahrend der Infektion 

bindet, und einer carboxy-terminalen, innerhalb des Virion 
verborgenen Domane, die fur die Morphogenese wichtig ist. 
Peptide konnen zwischen den zwei Domanen von pill (Smith, 
G P , -Filamentous fusion phage: novel expression vectors 

30 that display cloned antigens on the virion surface-. Science 

(1985), 228, 1315-1317) Oder in der Sahe des N-Terminus 
(Parmley, S.F. and Smith, G.P., -Antibody-selectable 
filamentous fd phage vectors: affinity purification of 
target genes", Gene (1988), 73, 305-318) ohne Zerstorung 

35 seiner Funktionen in Morphogenese und Infektion insenert 
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werden. Nach erheblicher Pionierarbeit uber die Verwendung 
von pill in fd Phagen zum Fiihren fremder Peptide, zeigten 
Parmely and Smith (1988, vorstehend angegeben), daB 
5 Peptidepitope, die am amino- terminalen Ende inseriert sind, 
Phagen an immobilisierte Antikorper binden konnen. In Folge 
dieser Arbeit war es moglich, Peptid-Genbanken zu 
entwickeln, die man auf Bindung an Liganden und Antikorpern 
screenen kann (Scott, J.K. and Smith, G.P. -Searching for 

10 peptide ligands with an epitope library", Science (1990), 
249, 386-390; Devlin, J.J*, Panganiban, L.C. and Devlin, 
P.E., "Random peptide libraries; A source of specific 
protein binding molecules", Science (1990), 249, 404-406; 
Cwirla, S.E., Peters, E.A., Barrett, R.W. and Dower, W.J,, 

15 "Peptides on phage, a vast library of peptides for 

identifying ligands", Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990), 87, 
6378-6382). 

McCafferty, J., Griffith, A.D., Winter, G. and Chiswell, 

20 D.J., "Phage antibodies: filamentous phage displaying 

antibody variable domains", Nature (1990), 348, 552-554 

berichteten uber den Zusammenbau eines Antikorper-pIII- 

p 

Fusionsproteins in einen fd-Phagen roit einem Tet -Gen nach 
insertion der Antikorper-DNA in das 5 f -Ende von Gen III. Der 

25 Phage blieb infektios und konnte durch Aff initats- . 

Chromatographie angereichert werden. Die Fusionsphagen 
zeigten sich jedoch hauptsachlich fur relativ kleine Inserts 
als geeignet, wahrscheinlich weil die groBen Inserts einen 
negativen Einf lufi auf die Infektivitat von pill haben 

30 (Parmlee and Smith, 1988, vorstehend angegeben). Daher 

besteht ein groBes Risiko, daB in Phagen-Genbanken nach 
ihrer Amplif ikation schnell Deletionsroutanten dominieren. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
35 ein wirksameres Hittel zum Screenen von Antikorper-Genbanken 
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in Bakterien bereitzustellen. 

Erfindungsgemafi wird dies durch ein Phagemid nach Anspruch 1 
5 erreicht, das ein funktionelles Antikorper-pIII- 

Fusionsprotein exprimiert. Vorzugsweise ist der Antikorper 
ein Einzelketten-Antikorper. 

DNA, die fur ein Antikorper-pIII-Fusionsprotein, 

10 vorzugsweise ein Einzelketten-Antikorper-pIII-Fusions- 

protein, codiert, wurde in ein Phagemid eingebaut. Ein 
grofier Vorteil des erf indungsgemaBen Phagemid-Systems 
gegenuber McCafferty et al. (vorstehend angegeben) liegt 
darin, daB es als Plasmid vermehrt werden kann und nicht 

15 unter Selektionsdruck beziiglich der Entfernung von 

Antikbrper-DNA steht, da die Expression des Fusionsproteins 
stark unterdruckt ist. Dies ist insbesondere wahrend der 
Amplifikation der Antikorper-Genbanken wichtig, wenn 
schneller proliferierende Deletionsrautanten rasch dominant 

20 werden konnten. Die Phagemid DNA/ die weniger als die HSlfte 

obiger Phagen DNA ausmacht, transformiert auch Bakterien 
effizienter. Daruberhinaus werden im Gegensatz zu obigem 
Phagensystem groBe Mengen der kleineren Phagemid DNA 
produziert und groBe Mengen von Antikorperprotein sind nach 

25 induktion verfugbar, wodurch die Analyse stark erleichtert 

wird. 

Die Expression des Antikorper-pIII-Fusionsproteins, 
insbesondere des Einzelketten-Antikorper-pIII-Fusions- 

30 proteins, unter Verwendung des pSEX-Phagemids und seiner 

Verpackung in virale Partikel erleichtert die Entwicklung 
bakterieller Systeme zur Isolierung von Antikorpern hoher 
Affinitat. Millionen Antikorper-produzierende Klone von 
Antikoper-Genbanken kann man jetzt rasch durch Bindung an 

35 immobilisierte Antigene screenen. Ein weiterer Vorteil 

gegenuber herkommlichen Verfahren zum Screenen liegt darin, 
daB nur kleine Mengen Antigen benotigt werden, ein 
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1 wichtiger Faktor, wenn der Vorrat eines seltenen Proteins 
begrenzt ist. Dieses System ermpglicht auch, zufallig 
mutierte Antikorper zu screenen, urn ihre Bindungs- 
Affinitaten zu erhohen. Das Verfahren kann mehrfach 
5 wiederholt werden, bis die gewiinschte Spezifitat erreicht 
ist. Es ist nun zum ersten Mai moglich, in groflem Hafistab 
unterschiedliche Tests zum Screenen von verwandten Zellen 
und Organismen durchzufiihren. Eine subtraktive Selektion, 
beispielsweise unter Verwendung von normalen und 

10 neoplastischen Zellen, kann zur Identif izierung von 

Tumor-assoziierten Antigenen verwendet werden. Das 
Phageroid-System erweist sich auch als aufierst hilfreich fur 
die Untersuchung molekularer Wechselwirkungen, 
beispielsweise durch Selektion von Antikorpern, die eine 

15 Liganden-Rezeptor-Bindung verhindern. 

Ebenso erweist sich das erf indungsgemaSe System als ntttzlich, 

andere Proteine Oder Peptide an den Oberf lachen von 
Phagemid-Viruspartikeln zu prasentieren. Hierfiir ist die 
20 Antikorper-DNA nur durch die DNA des gewiinschten Polypeptids 

zu ersetzen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 
25 peispiel 1 

ypngtryktipn gjtpeg Phaqem?rdB (PSEX) 

DNAS/ die fur einen Einzelket ten-Ant ikorper (scAb) und pill 
30 codieren, wurden nach Insertion eines spezif ischen Satzes 

von Restriktionsstellen und einer Protease-sensitiven 
Verbindungsseguenz in die multiple Klonierungsstelle in pUC 
119 kloniert. Die Ab-DNA codierte fiir die variablen Domanen 
der schweren und leichten Kette eines humanisierten Ab gegen 
35 Huhnereiweifi-Lysozym, der von dem Anti-Lysozym Ab D1.3 

stammte (Amit et al. # Science (1986), 233, 747-754; 
Verhoeyen, H. et al., Science (1988), 239, 1534-1536). Diese 
Domanen wurden iiber eine 18-Aminosaure-Linker-Seguenz 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



-r.un.en. aie aas Epitop ~ ■^ l ^£ 0 ££L. l 

enthielt (Breitling. F. and Little, M. , Carboiy re 

^ Ls «n the surface of tubulin ana *™t*£.' 
Xocations of YOU/34, DM1A ana DM1B-. *. HOI- Biol. (BW. 
1M. 367-370), woanroh aer Ab identifisiert weraen konnte. 
Zur Bereitstellun, einer flexibleren Verbindung su pill, 
" ae aas 3-Enae aer DBA fUr aie leichte Kette durch Eus.ts 
von Bucleotiden. aie fur aie ersten sechs Aminosauren aer 
Lst.nten Domane in aer menschlichen «^^*^ 
gefolgt von einer BamHI-Restrictionsstelle modifisiert. ,111 
DBA wurde von aem B.kterlophagen M13 amplif isiert. inaem 
Primer entsprechena aer 5-- nna 3--Enaen aes Gene III 
verwendet wuraen. Die Ab-pIII-DBA «urde aann in einem 
P h .gemid aer pDS-Famille kloniert. aas einen mit ™« 
la c-Operatoren kombinierten coUph.,en-T7-Pro.K>tor enthielt 
(Bnjara. H.. Gents. P., Lencer, «„ Stttber, D., HUller. 
H -M., Ibrahim, I., Hinptle, M.-T. ana Dobberstein. B., 
■A T5 promoter-basea transcription-translation system for 
the analysis of proteins in vitro ana in vivo-. Methods 
Bnzymol. (1967), 1S5, .16-433, Lancer, K. ana B» 3 ara. H.. 
■Promoters aetermine the efficiency of repressor action , 
Proc. B.tl. AC.a. Sd. USA (1568), 85, 8973-8977; Holler 
B -« , Ph. D. thesis, oniv. Heidelberg. 1989). SchlieBlich 
„urde eine fur aie Le.d.r-Seguenz aes bakt.riellen Ensyms 
Pektatlyase coaierenae DBA an aas 5--Ei.de aer Ab— DBA 
Uvilrt! wodurch aas Phagemid pSEZ <Fig. 1.) erhalten -urae. 
Die Leaaer-, Linker- und PCR-Primer-Seguensen sina in Figur 
lb gezeigt. Eine alternative Linker-Sevens (Fig. 1c) mlt 
aem xOLl/34 Epitop am Enae aes Linkers, die eine nutsliche 
pestriktionsstelle sur Insertion von Ab-Genbanken enthielt, 
wurde such verwendet. Obwohl beiae tag-Linker eine 
beaeutsame Menge saurer Beste enthielten, seigten sie sich 
ohne Effekt auf aie Berstellung von funktionellen scAbs im 
vergleich mit scAbs, aeren Linker nur aus aen neutralen 
Aminosauren Glycin una Serin susammengesetzt waren. 
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Expression eines Antikorper-pIII-Fusionsproteins 

5 

Zur tfberprufung, ob der fertige Phageraid-Vektor in der Lage 
war, das Fusionsprotein in voller Lange zu exprimieren, 
wurden 100 / um IPTG einer sich in log-Phase bef indlichen, 
mit pSEX transformierten E. coli-Kultur zugegeben. Die 

10 Kultur zeigte einen deut lichen Ruckgang in ihrer 

Wachs turns rate , verglichen mit der Kontrolle, was auf eine 
bedeutsame Synthese eines Phagemid-codierten Proteins 
hinwies. In der Western-Blot-Analyse wurde das 
Antikbrper-pIII-Konstrukt durch drei Antikorper 

15 identifiziert; einera monoklonalen Antikorper gegen einen 

Teil der Linker-Sequenz (EEGEFSEAR) und zwei 
Anti-Peptid-Kaninchenseren gegen N-terminale Sequenzen der 
schweren und leichten Ketten (QVQLQQSGGG bzw. DJQMTQSPSS) . 
Es wanderte mit einem of fensichtlichen Molekulargewicht von 

20 93 kd (Fig. 2). Die grofie Grofie des Fusionsproteins 

(vorausgesagt: Mr 68.100) ist hochstwahrscheinlich durch die 
pIII-Koroponente (Mr 42.100) bedingt, die mit einem 
of fensichtlichen Molekulargewicht von etwa 55.000 - 
70.000 kd wandert (Goldsmith, M.E. and Konigsberg, W.H., 

25 "Adsorption protein of the bacteriophage fd: isolation, 

molecular properties and location in the virus". 
Biochemistry (1977), 16, 2868-2694). Partielle Proteolyse 
des Fusionsprotein wurde durch das Vorliegen einiger 
schwacherer Banden niedrigeren Molekulargewichts angezeigt, 

30 die mit den drei Antikorpern identisch angefarbt wurden. 

Eine Zellf raktionierung zeigte, daB das Protein in den 
Cytoplasma und Membran-Fraktionen vorlag, nicht aber im 
Periplasma und dem Kulturiiber stand (Fig. 2, Spuren 3-6) im 
35 Gegensatz zu der Antikorper-Komponente allein ohne pill, die 

in das 
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Periplasma und das Medium sekretiett wurde (Daten nicht 
gezeigt) . Dies war nicht tiberraschend, da pill auf 
Phagenpartikeln aus der inneren bakteriellen Membran 
5 zusammengesetzt wird, ein ProzeB, der scheinbar nur von der 
C-terminalen Domane abhangt. Deletionsmutanten von pill ohne 
diese Domane gelangen in das Periplasma, ohne an die 
cytoplasmatische Membran gebunden zu werden (Boeke, J.D. and 
Model, P., "A prokaryotic membrane anchor sequence: carboxyl 

10 terminuns of bacteriophage fl gene III protein retained in 
the membrane", Proc. Rati. Acad. Sci. USA (1982), 79, 
5200-5204) , und normale Phagenpartikel werden nicht 
zusammengesetzt (Crissman, J.W. and Smith, G.P., "Gene III 
protein of filamentous phages: evidence for a 

15 carboxy-terminal domain with a role in morphogenesis", 
Virology (1984), 132, 445-455). Die Anker-Sequenz ist 
wahrscheinlich eine hydrophobe Strecke von 23 Aminosauren am 
Carboxy-Terminus (Davis, N.G., Boeke, S. and Model, P., 
-Fine structure of a membrane anchor domain", J. Mol. Biol. 

20 (1985), 181, 111-121). 

Die Fahigkeit des Fusionsproteins, ein Antigen zu binden, 
wurde untersucht, indem die Triton-losliche Fraktion Uber 
eine an Sepharose gebundene Lysozymsaule gegeben wurde. 
25 western Blots des ungebundenen Materials und der nach 

grundlichem Waschen und Eluieren mit 0,05 M Dimethylamin 
erhaltenen Fraktionen zeigten, dafi das Fusionsprotein in 
voller Lange tatsachlich spezifisch auf der Lysozymsaule 
zuruckgehalten wurde (Fig. 2, Spuren 7-12). 



30 



35 



B^isniel 3 
Vo ^pankuP n flss pSEX-Phaqemids. 

Zur Bestimmung, ob der Phagemid-Expressionsvektor verpackt 
werden konnte, wurden pSEX-enthaltende E.coli mehrfach mit 
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dem Phagen fd infiziert. IPTG wurde nicht zugegeben, da 

gefunden wurde, daB es einen inhibitorischen Effekt auf das 

Verpacken eines Phagemids hat. Xhnliches wurde kiirzlich von 

Bass et al., Proteins (1990), 8 # 309-314 berichtet, der ein 

Phagemid konstruierte, das ein Fusionsprotein aus humanem 

Wachstumshonnon und der C-terminalen Domane von pill 

exprimierte. Die Untersuchung der Ab-pIII-Produktion mit und 

ohne IPTG nach Zugabe des Phagen fd zeigte, daB der Phage 

allein in der Lage war, eine Expression zu induzieren (Fig 

3). Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, daB eines der 

Phagen-Gen-Produkte die Bindung des lac-Repressors an den 

Operator stort. Andererseits konnte die Bindung von 

Phagen-Proteinen an die Zwischengenregion die Topologie des 

Phagemid beeinf luflen und die Freisetzung des lac-Repressors 

bewirken. Wie auch imroer, wir haben gefunden, daB das 

3 

Durchwandern der Zwischengenregion 10 Nukleotide zu der 
anderen Seite des bla-Gens keinen Effekt auf dieses Phanomen 
hat (Daten nicht gezeigt). 

Agarose-Gelelektrophorese der von Viruspartikeln in das 
Medium abgegebenen DNA zeigt zusatzlich zu der Einzelstrang- 
DNA von fd eine groBere Menge kleinerer DNA, die in der 
Grofie mit einzelstrangigem pSEX vergleichbar war. Ein 
weiterer Beweis fiir eine Phagemid-Verpackung und der 
Produktion von infektiosen Partikeln wurde durch Infektion 
von E.coli mit den abgegebenen Virus-Part ikeln erbracht. 
10 ml Amp E.coli Kolonien wurden im Vergleich zu 

9 

3x10 pfu erhalten. 

Zur Bestimroung, ob das verpackte Phagemid das 
Antikorper-pIII-Fusionsprotein eingebaut hatte, wurden 90 
^ul Kulturiiber stand, der 5xl0 8 verpackte, als Arap R 
transduzierende Einheiten bestimmte Phagemide enthielt, mit 
einem tausend-f achen UberschuB an Wildtyp fd-Phage gemischt. 
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und iiber eine Saule immobilisierten Lysozyms gegeben. Hach 
griindlichem Waschen mit 10-fachem Badvolumen von PBS, 1 M 
NaCl bzw. 0,5 M NaCl in 0,1 M NaHC0 3 bei pH 8,3 wurden die 

5 Phagemid-Partikel mit 0,05 M Diethylamin eluiert. Das Eluat 
wurde mit 0,5 M NaH 2 P0 4 neutralisiert und auf die ^ 
der Phagen und verpackten Phagemide getestet (Tabelle) . Erne 
spezifische Anreiche rung von bis zu 121-fach wurde erreicht, 
was den Einbau von funktionellen AntikSrper-pIII-Konstrukten 

10 in die Phagemid-Partikel zeigte. Die Bindungseigenschaften 
der Phagemid-Partikel konnen weiter erhoht werden, indem 
eine pill Deletionsmutante zum Verpacken verwendet wird. 
Dies garantiert, daB nur jene Phagemide, die fur 
funktionelle Fusionsproteine codieren, verpackt werden und 

15 alle funf plll-Proteine auf einem Phagemid-Partikel mit 
Antikorper fusioniert werden. 



o^hr^hiina der Fiouren 

20 Figur 1: Konstruktion von pSEX, einem 

Phagemid zum Screenen von Antikorpern 

VHundVL sind variable Domanen der schweren bzw. leichten 
Kette eines Anti-Lysozym-Ab. 



25 



30 



(a) Konstruktion 

Zur Bereitstellung der notwendigen Restriktionsstellen, 
wurden die Oligonukleotide 

5 • GCT6AATTCGGATCCATAGGGCCCTCTAGAGTCGAC3 ' und 
5 • AATTGTCGACTCTAGAGGGCCCTATGGATCCGAATTCAGCTGCA3 ' 
5'- P hosphoryliert, miteinander hybridisiert und in P UC119 
ligiert, der mit PstI und EcoRl geschnitten und 
dephosphoryliert war. Gegebenenf alls wurden zur 
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Schaffung einer Protease-sensitiven Sequenz die 
hybridisierten Oligonucleotide 5 • GATCCAAAGATATCAGAGGGCC3 • 
und 5 1 CTCTGATATCTTTG3 9 zwischen die BamHI- und Apal-Stellen 
5 des ersten Oligonucleotid-Satzes inseriert. scAB-DNA wurde 

dann zwischen die PstI- und BamHI-Stellen inseriert, gefolgt 
von der Ligierung der plII-DNA iiber stunipfe Enden nach 
Spaltung des Phagemids mit Apal und Behandlung mit 
T4-DNA-Polymerase zur Entfernung 3 • -iiberhangender Enden. 

10 pSEX wurde hergestellt, indero die multiple Klonierungsstelle 
von pUHE 24-2 mit dera nahe verwandten Phagemid pDS31-l 
kombiniert wurde, das eine zusatzliche £1 Zwischengenregion 
enthielt (Bujard et al., 1987, vorstehend angegeben; Miiller, 
1989 , vorstehend angegeben). die pDS31-l-Seguenz erstreckt 

15 sich von Xhol entgegen des Uhrzeigersinns bis zu einer 
Hindlll-Stelle (in Klamraern) , die nach Ligierung iiber 
stumpfe Enden verloren wurde. pUHE24-2 ist iro wesent lichen 
mit pDSG identisch (Bujard et al., 1987), bei dem ein 
Choli-Phage T7-Promotor mit zwei lac-Operatoren und einer 

20 Ribosomen-Bindungsstelle kombiniert ist (PA1/04/03, Lancer 

and Bujard, 1988, vorstehend angegeben; Lanzer, 1988, 
vorstehend angegeben) . Das erhaltene Phagemid wurde mit 
Hindlll geschnitten und die 5 • -uberhangenden Enden wurden 
mit Klenow-Fragment aufgefullt. Nach einer weiteren Spaltung 

25 mit PstI, wurde das Pstl-HincII Ab-pIII-DNA-Fragmeivt in das 

Phagemid inseriert. Schliefilich wurde eine synthetische DNA, 
die fur die Leader-Sequenz des Bakterienenzyros Pektatlyase 
und fiir die ersten vier Aminos aur en der schweren Kette 
codiert, zwischen die Ncol und Pstl-Restriktionsstellen 

80 inseriert. pUHE-Plasmide wurden in E.coli 71-18 mit dem 

Plasmid pDMl, das den lac-Repressor exprimiert, vermehrt, 
pUC-Plasmide wurden in DH5 vermehrt und das 
Antikorper-pIII-Fusionsprotein in JM101 exprimiert. 
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(b) Sequenz der Ribosomenbindungsstelle (RBS) , der 
Leader-Sequenz der Pektatlyase, des tag-Linkers und der 

PCR-Primer fiir pill. a _ 
5 unterstrichene Aminosauren geben das Epitop fur YOL 1/3 4 an. 
Die folgenden Aminosauren in der Linker-Seguenz sxnd exne 
Fortfuhrung der -Tubulin-Seguenz. 

(c) Mogliche tag-Linker-Sequenz. 

10 unterstrichene Aminosauren geben das Epitop fur Y0L11/34 an. 
Die Aminosauren des vorhergehenden Linkers sind exne 
Fortfuhrung der Ab-Sequenz in die konstante Domane. 



15 Fig. 2: induzierbarkeit, zellulare Lokalisierung und 

Antigenbindung des Antikorper-pIII-Fusionsprotexns, 
analysiert durch Gelelektrophorese auf 8 % 
Polyacrylamidgelen und Western Blott. 

20 spuren 1 und 2: Gesamte Zellen nach 1 h Inkubation mit 100 
,uM IPTG (1) oder ohne IPTG (2). 

Spuren 3 - 6: Zellf raktionierung; 3: Kulturiiberstand, 
4: periplasmatisch angereicherte Fraktion, 5: loslxche 
cytoplasmatische Fraktionierung, 6: 1 % Tritonextrakt 
25 spuren 7-12: Lysozym-Af f initatschromatographxe des 1 « 

Tritonextraktes von induzierten und nicht-induzierten 
Zellen, 7: AusfluB (+IPTG), 8: AusfluB (-IPTG), 9: letzte 
Waschung (+IPTG), 10: letzte Waschung (-IPTG), 11: Eluat 
(+IPTG), 12: Eluat (-IPTG). 

Spuren 1 - 6 wurden angefarbt unter Verwendung des 
monoklonalen Antikorpers YOLl/34 (Serotec, Oxford, U.K ) und 
Spuren 7 - 12 unter Verwendung eines Antiserums gegen die 
N-terminale Sequenz der leichten Kette. 
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Durchf iihrung : 

Antiseren gegen die schweren und leichten Ketten wurden 
durch subkutane Injektion von Kaninchen mit den 
5 amino-terminalen Peptiden QVQLQQSGGG ( AC ) bzw. DIQMTQSPSS(AC) 

erhalten, die an das Heamocyanin der Schlusselloch- 
Napfschnecke gekoppelt waren. Zur Untersuchung der 
Expression des Fusionsproteins wurden pelletierte Bakterien 
von IPTG-induzierten Kulturen in 30 mM Tris/HCl, pH 8,0 

10 Puffer resuspendiert, der 20 % Sucrose, 1 mM EDTA, 1 mg/ml 

Huhnerlysozym enthielt, und 10 rain auf Eis inkubiert. Nach 1 
miniitiger Zentrifugation bei 15 000 g wurde der die 
periplasraatischen Proteine enthaltende Uberstand gesamraelt 
und das Pellet in 0,1 N Tris/HCl, pH 8,0 beschallt. Die 

15 losliche cyctosolische Fraktion wurde nach 5 miniitiger 

Zentrifugation bei 15 000 g abdekantiert und das 
resuspendierte Pellet in 1 % Triton X100 inkubiert, wodurch 
die merabrangebundene Fraktion erhalten wurde. Samliche 
Fraktionen wurden auf B-Lactamase-Aktivitat geraafi Pluckthun, 

20 A. und Knowles, J.R.: "The consequences of stepwise 

deletions from the signal-processing site for fi-lactamase" , 
J.Biol. Chera. 262 (1987), 3951-3957 getestet, um die 
Effizienz des Fraktionierungsschrittes zu erfahren. Die 
tritonlosliche Fraktion wurde mit PBS 100-fach verdiinnt, 

25 bevor sie Af f initatssaulen zugegeben wurde. Zur 

Aff initats-Chromatographie wurde Huhnerlysozym (Boehringer, 
Mannheim, FRG) mit Cyanogenbromid-aktivierter Sepharose 
(Pharmacia) gemafi den Anweisungen des Herstellers gekoppelt. 
Die Lysozym-Sepharose wurde 20 min bei Raumteroperatur mit 

30 den Extrakten inkubiert und in Saulen gegossen, die 

nachfolgend mit 10 Bad-Volumina von PBS, 1M NaCl bzw. 0,5 M 
NaCl in 0,1 M NaHC0 3 bei pH 8,3 gewaschen wurden, bevor 
sie mit 0,05 M Diethylamin eluiert wurden. Samtliche 
Fraktionen wurden mit Trichloressigsaure (Endkonzentration 

35 20 %) prazipitiert und in SDS Polyacrylamidgelen aufgetrennt 

(Laemmli, U.K.: "Cleavage of structural proteins 
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1 aaring the assembly of the heed of the baot.rl.ph.ge T4- . 
Hatute (1970). 227. 680-685). western Blots warden gemaB 
Tmbln. H Steahelin, X. and Gordon. I., -Electrophoretrc 

6 transfer of protein from polyacrylamide gels *» 

nitrooellulose sheets: prooedures and some app o.trons . 
Proc. »atl. Acad. Soi. USA (1979). 76, 4350-4354, 
dorchgefohrt. indem sweite AntlkSrper, die an 
"ttlch-Peronida.e gekoppelt ware., ant Diamxnobenrrden 

10 als Substrat verwendet wurden. 

Fig. 3: Gelelektrophorese von zirkularem einzelstrangigen 
pSEX 

15 spur l: fd, Spur 2: Kontroll-Phagemid PUHE31-1 mit fd, 
Spur 3: pSEXl mit fa, 

DNA von fd Virlonen nnd verpackte Phagenld-P.rtlK.l warden 
30 auf 0,8 % Agarosegele in lzTBE gemiB Sambrook, J.. Fritsch, 
„ ind Maniatis, T. in -Holeoular Cloning: A Laboratory 
MaLl "2 Auflage. herausgegeben in Cold Spring Harbor 
Lavatory' <1989>\egeben und .it Bthidiombromid angef.rbt. 

25 

Dnrchftthrung: 

Zar Herstellung verpackter Phagemide warden pSEXl 
enthaltende E. coli 0*101 aaf M9 Minimalmediom aasplattrert 
™. 30 hlei 37-C inkabiert. 2 ml des gleichen Mediams 

30 warden Werner der Kolonien angeimpft and bei 37-C anter 
ger Belttfton, inkabiert, bis eine optische Drohte von 
etw, o! 2 bei 600 nm erreicht warde. 0.5 ml LB-Medram and em 
t^facner OberschoB des Phagen fd warden dann der Kaltor 
ZwTn and diese weitere 3 h bei 37-C inkabiert. Nachdem 

35 ZZl vorsichtig bei 15 000 , 5 min lan, bei Baomte^er.tn 



WO 93/01288 



PCT/EP92/01524 



-15- 

1 

zentrifugiert worden war, wurde der Uber stand auf eine 
Endkonzentration von 4 % Polyethylenglykol (Serva PEG 6000) 
und 0,5 M NaCL eingestellt und uber Nacht bei 4°C stehen 
5 gelassen. Die Phagemide wurden durch 20 miniitige 

Zentrifugation bei Raumtemperatur und 15 000 g sedimentiert 
und in 200/Ul Tris-EDTA-Puf fer, pH 7,5 suspendiert. 
Phageroid DNA wurde durch zehnmimitiges Schutteln mit einera 
Vo lumen Phenol, gefolgt von einer Behandlung mit 
10 Chloroform-Isopropanol und Prazipitation mit Isopropanol 

prapariert (Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T., in 
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 2. Auflage, 
herausgegeben in Cold Spring Harbor Laboratory (1989))* 
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Patentanspriiche 

1. Phagemid mit einer fiir ein Fusionsprotein aus einem 
Antikorper und einem Coliphagen pill-Protein codierenden 
DNA, dadurch gekennzeichent, daB das Fusionsprotein das 
Coliphagen pill-Protein in voller LSnge umfaBt. 

2. Phagemid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Antikorper ein Einzelketten-Antikorper ist. 

3. Phagemid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Fusionsprotein zwischen dem Antikorper und dem 
Coliphagen pill-Protein einen Protease-sensitiven Bereich 
enthfilt. 

4. Phagemid nach einem der Anspriiche 1*3, dadurch 
gekennzeichnet, daB es die Struktur von Fig. 1 hat, 

5. Verfahren zur Herstellung eines Phagemids nach Anspruch 
1, bei dem eine ftir einen Antikorper codierende DNA mit 
einer fiir ein Coliphagen pill-Protein in voller LSnge 
codierende DNA fusioniert und das erhaltene DNA Molekiil 
in ein iibliches Phagemid inseriert werden, wobei hierfOr 
(ibliche DNA Rekombinationstechniken angewandt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
eine fiir einen Einzelketten-Antikorper codierende DNA 
verwendet wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB zwischen den fiir den AntikSrper und das Coliphagen 
pill-Protein codierenden DNA Sequenzen eine Protease- 
sensitive Seguenz eingefugt wird. 
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8. Verwendung des Phagemids nach einem der Ansprtiche 1-4 
zur Selektion auf spezifische Antikorper aus Antikorper- 
Genbanken. 

9. Verwendung des Phagemids nach einem der Ansprtiche 1-4 
zur PrSsentation anderer Proteine cder Peptide auf der 
Oberf lSche von Phagemid-Partikeln durch Austausch der den 
Antikorper codierenden DNA durch jene des gewtinschten 
Proteins bzw. Peptids. 
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EcoStl Pstl 




BamVEL 



VH 



Ml 3 gene n I 



leader tag-linker trypsin cleavage site 

pSEX 

=> 



on 



(b) 



BBS 



Xbal 



cat 



Xbal 



86 

t 



r-+- pelB loador 

MetLysTyrLeuLeuProThrAlaAlaAlaGlyLeu 
£amC^AAAG^GAGAAATTAACTCCATGA^ 
EcoRI (tfCOl) 

151 VH 52J-^t*g-21uJker 

I^LeuLeuAlaAlaGlxlProAlaMetAlaGlnValGlnLeuGln. . JserSerfililGluCalX. 
CTSCTGCTGGCAGCTCA^ , . TCCTCAGAAGAftGGT 

Pstl 

GluPheSerGluRl aRygdnAapMAl- A1 aAl aT^irfHiiTy^l yappT^ . . . LysArgThr 
fiSAlICTCAGAAGCTOTTGAAGAm . . . AAACGTACG 

BCORI EcoRV 



904 gene ZXI 

ValMaAlaPrc^ySerLysAspIleArgTOaGluThrValGlioSerCys . . . 

BamBl EcoRV forward primer 

2137 
i 

• • .ArgAsnLysGluSesuf^qp 

TXATTCCTCAGMTTACT Xbal (Hindlll) 
backward prinar 



(c) 



525 tag-lln*ar VX 

SerGlvSerAl^rAl^roLysI^GliiGluGlvGliiPheSftr^l iA1 a Argttl HAgpTl a 
TCAGGGAGTGCMCCGCCCCAMGCIIGAAGAAGGT 

Hindlll EccRI BssHII EcoRV 



Fig.l 
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